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論文内容の要旨
〔目的〕
C型肝炎に対する治療として，インターブエロンをはじめとする抗ウィルス療法が広く行われているが，その効果
は十分とは言い難く，新しい冶療法の開発が望まれている。最近，特定の遣伝子の発現を抑制する新しい手段として，
リボザイムが注目されている。本研究では， C型肝炎ウィルス (HCV)RNA をターゲットとしたハンマーヘッド型リ
ボザイムを作成し，ターゲット RNA の切断活性ならびにウィルス翻訳の抑制効果について検討した。
〔方法ならびに成績〕
HCVRNA コア領域に切断部位を有する 3 種類のリボザイム (Rz408 ， Rz584 , Rz708) を作成した。これらはそれ
ぞれ HCV RNA を408番目， 584番目， 708番目の塩基の 3' 端で切断するようにデザインした。また，細胞内でのリボ
ザイムの安定性を高めると報告されている， T7 terminator 配列を 3' 側に付加したリボザイム (Rz408T ， Rz584T , 
Rz708T) も検討に加えた。陰性コントロールとして，アンチセンス部分にランダムな配列を有するリボザイム (NRz，
NRzT) も作成した。一方，ターゲット RNA には， 5' 非翻訳領域とコアの全領域，ならびに E1領域の一部からなる
1217塩基の合成 HCVRNA を用いた。リボザイムとターゲット HCV RNA はいずれも invitro transcription によっ
て合成した。リボザイムによるターゲット HCV RNA 切断活性は cleavage assay によって検討した。すなわち，リ
ボザイムと 32p でラベルしたターゲット HCV RNA を混合し， 50 mM Tris-Cl , 20 mM MgC12 の存在下で， 370Cで
インキュべーションを行い，その産物をポリアクリルアミド尿素ゲ、ル上で電気泳動したのち，オートラジオグラフィ
ーによって特異的切断を確認した。リボザイムによる HCV 翻訳の抑制効果については，リボザイムとターゲット
RNA をモル比50: 1 の割合で混合し， 35S メチオニンの存在下で，ウサギ網赤血球ライセート中で300C， 2 時間の in
vitro translation 反応後， SDS-PAGE，オートラジオグラフィーを行い，画像解析システムにてターゲット HCVRNA
由来の約30 kDa のバンド強度の定量を行うことで検討した。
cleavage assay では，いず、れのリボザイムにおいてもターゲット HCVRNA の特異的切断が確認され，その切断活
性は用量依存性かつ時間依存性であった。リボザイムとターゲット RNA をモル比1000: 1 の割合で混合し， 2 時間反
応させた時の切断効率は， Rz408 50% , Rz584 34% , Rz708 25% , Rz408T 11% , Rz584T 9 %, Rz708T 16%であ
り， Rz408で最も効率か高かった。一方，陰性コントロールリボザイム (NRz ， NRzT) では，ターゲット RNA の切
断は認められなかった。リボザイムによる HCV 翻訳の抑制効果に関しては， NRz または NRzT による翻訳活性を100
%とした時， Rz408 55% , Rz584 44% , Rz708 25% , Rz408T 52% , Rz5841、 70% ， Rz708T 39%であり，いずれの
リボザイムでも HCV 翻訳の抑制効果が認められたが，その抑制の程度は Rz708で最も高く，約75% に達した。また，
T7 terminator 配列を有さないリボザイムと有するリボザイムとの比較では， HCV RNA の切断活性と HCV 翻訳抑
制効果の両方とも， T7 terminator 配列を有さないリボザイムの方が，有するリボザイムよりも高い傾向か認められ
た。
〔総括〕
本研究において作成したハンマーヘッド型リボザイムによって， HCV RNA の切断、活性が認められ，また HCV 翻
訳の cell-free の系における抑制効果も認められた。この結果は，リボザイムが C 型肝炎に対する新しい遺伝子治療と
して応用できる可能性を示唆するものと思われた。
論文審査の結果の要旨
最近，新しい遺伝子治療の手段としてリボザイムが注目されている。本研究では， C型肝炎ウイルス (HCV) RNA 
をターゲットとしたハンマーヘッド型リボザイムによる， HCV 抑制効果についての基礎的検討がなされた。 HCV
core 領域内のそれぞれ異なる部位に切断サイトを有する 3 種類のリボザイムか検討された。無細胞系におけるターゲ
ツト HCV RNA の切断活性の検討では，リボザイムによるターゲット HCV RNA の特異的切断が確認された o ceIl 
lysate の系における HCV 翻訳の抑制効果の検討では，最高約75%の抑制効果がみられた。また，培養細胞系における
HCV 蛋自発現抑制効果の検討では，最高約70%の抑制効果が認められた。
以上のように，本研究は， リボザイムがC型肝炎に対する新しい遺伝子治療として応用できる可能性を示唆してお
リ，今後の C型肝炎の新しい治療法の開発に大きく寄与すると考えられ，学位に値すると判断する。
